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摘要 目的 : 应 用 CRISPR/Cas9 技术 构建 去 泛 素 化 酶 YOD1 AAR) AR. AK: 针对 YOD1 
基因 设计 单 链 向 导 RNA (sgRNA) 识别 序列 ， 构 建 sgRNA 质粒 ， 与 Cas9 质粒 体外 转录 、 纯 化 
后 注射 入 受精 卵 ， 通 过 PCR 和 测序 验证 得 到 FO 代 阳 性 小 鼠 。 配 繁 两 代 后 ， 取 同 窜 对 照 的 野 
AA CWT) PRR (KO) 小 鼠 的 主要 组 织 器 官 研磨 ， 使 用 免疫 印迹 (WB) 技术 检测 各 组 织 
YODI 蛋白 的 表达 ， 确 证 YOI 敲 除 小 鼠 模 型 是 否 成 功 建立 。 统 计 YOD1 HEF CHET) 自 交 存 
活 后 代 各 基因 型 比例 ,分 析 是 否 有 胚胎 致死 表 型 。 解 剖 小 鼠 分 析 主 要 组 织 器 官 的 表 型 ， 进 一 
步 利 用 H. E. 染色 分 析 KO 小 鼠 是 否 存在 自发 的 病理 改变 。 通 过 血糖 耐 受 实验 (GTT) 分 析 KO 
小 鼠 的 血糖 调控 能 力 。 结 果 : 基因 组 测序 和 检测 结果 显示 KO) RE YODI RHA RE, 
YODI BRR) RUE RIL. VOI 杂 合 子 自 交 后 代 各 基因 型 比例 符合 备 德 尔 定律 ， 提 示 KO 
小 鼠 非 胚胎 致死 。 YOD1 敲 除 小 鼠 肝 脏 显著 小 于 WT 小 鼠 。GTT 结果 表明 敲 除 YOD1 不 影响 小 鼠 
的 血糖 稳 态 。 结 论 : 应 用 CRISPR/Cas9 技术 成 功 构 建 YOD1 Æ A RRD Bo KO 小 鼠 正 常 出 生 ， 
无 任何 胚胎 发 育 缺 陷 。 与 WT 小 鼠 相 比 ，K0 小 鼠 肝 脏 显 著 减 小 ， 但 无 显著 的 自发 病理 变化 ， 
KO 小 鼠 血 糖 控制 亦 无 显著 差异 。 
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Abstract Objective: Construct YOD1 gene knockout mice based on CRISPR/Cas9 
technology. Methods: Design and synthesize single-guide RNA (sgRNA) according to 
the YOD1 sequence in Genbank. Cas9 and sgRNA are transcribed to RNA in vitro, these 
RNA are then microinjected into zygotes of mice. The genotype is analyzed by PCR 
and sequencing. After YOD1 heterozygotes self-crossing and analysis of genotype of 
live offspring at weaning, wild type (WT) and knockout genotype (KO) littermates 
of YOD1 gene are verified. It is recorded that quantity and ratio of each genotype 
of live offspring of YOD1 heterozygotes self-crossing. And it is evaluated whether 
the ratio is in agreement with Mendel’ s law of segregation. Protein lysates are 
made from main organs of the WT and KO littermates. And western blotting is used 
to assay the expression of YOD1 protein of these tissues. Meanwhile, size and weight 
of main organs and tissues of KO and WT mice are compared. Then analyze pathological 
phenotype of liver by H.E. staining. The glucose tolerance test (GTT) are carried 
out on the male mice of 6 months old. Results: According to PCR analysis and 
sequencing results, it is chose that mouse with deletion mutation and frameshift 
mutation in exon 2 of YOD1 gene to breed. After YOD1 heterozygotes self-crossing, 
WT and KO littermates are generated. According to statistics results, it is in 
agreement with Mendel’ s law of segregation that the ratio of live offspring. 
Therefore, it is suggested that YOD1 KO mice birth normally without embryonic 
lethality. Western blotting results show that the expression of YOD1 in main organs 
is knocked-out significantly. Liver of YOD1 KO mouse is smaller in size than of WT 
littermate. There is no significant pathological phenotype in liver of YOD1 KO mice. 
YOD1 KO mice have general glycemic control in a GTT as compared to the control mice. 
Conclusions: YOD1 gene knockout mice are constructed successful ly on CRISPR/Cas9 
technology. And YOD1 KO mice birth and live normally without embryonic lethal ity. 
Compared to the control mice, livers of YOD1 KO mice are smaller in size and YOD1 


KO mice have general glycemic control 
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在 真 核 细胞 中 ， 泛 素 - 和 蛋白 酶 体 通路 通过 选择 性 清除 细胞 内 错误 折 和 县 的 以 及 
特定 环境 下 需要 降解 的 和 蛋白质 ， 参 与 调控 DNA 损伤 修复 、 细 胞 周期 进程 、 细 胞 
凋 亡 、 抗 原 呈 递 、 炎 症 反 应 等 几乎 所 有 细胞 内 的 生物 学 过 程 ， 对 维持 细胞 正常 的 
生理 功能 发 挥 至 关 重 要 的 作用 ”。 蛋 白质 泛 素 化 降解 异常 与 恶性 肿瘤 、 神 经 退行 
性 疾病 、 炎 症 反应 等 密切 相关 。 

去 泛 素 化 酶 (Deubiquitylase, DUB) 括 抗 泛 素 化 修饰 ， 几 乎 调控 所 有 泛 素 
依赖 性 过 程 。 迄 今 为 止 ， 己 发 现 的 去 泛 素 化 酶 主要 分 为 六 大 类 : UBP/USP 家 族 

(Ubiquitin-specific processing proteases )、UCH 家 族 (Ubiquitin carboxy 
terminal hydrolases), JAM 家 族 (Jadl/Pad/MPN domain-containing metallo 
enzymes), OTU 家 族 (OTU domain ubiquitin aldehyde binding protein), MJD 
家 族 (Machado-Joseph disease related enzymes) 和 MCPIP AWK (Monocyte 
chemotactic protein-induced protein) “。 在 人 体 细胞 中 己 发 现 超过 100 种 
DUB， 其 中 的 许多 种 对 人 类 疾病 如 神经 退行 性 疾病 、 炎 症 、 传 染病 和 癌症 有 影响 。 
YOD1/OTUD2 作为 OTU DUB 亚 家 族 中 的 一 员 ， 被 广泛 地 研究 。Y0D1 的 最 早报 道 是 
其 酵母 中 的 同 源 异 构 体 OTUL 被 CDC48/p97 招募 ， 去 泛 素 化 转录 因子 Spt23 p90, 
将 其 激活 /降解 , 参与 调控 酵母 细胞 的 不 饱和 脂肪 酸 库 稳 态 ””。 随后 的 研究 报道 ， 
人 源 细 胞 系 中 ，Y0D1 通过 依赖 p97 复合 体 的 方式 ， 参 与 ERAD (ER-associated 
protein degradation) ÑM, HUER EMIRE ERAMIZ AE, Aa p97 
复合 体 与 底 物 蛋白 分 离 ， 从 而 使 错误 定位 的 底 物 蛋白 通过 蛋白 酶 体 通路 降解 ”。 
YOD1 的 酶 活 突变 体 YOD1-C160S 调控 抗原 交叉 呈 递 , 影响 对 病原 菌 传染 的 控制 ”。 
YODI 还 与 p97 调控 损伤 溶 酶 体 的 自 噬 清 除 ， 参 与 调控 深 酶 体 稳 态 的 生命 过 程 ”， 
YOD1 拷 抗 依赖 TRAF6/p62 的 IL1-NF x B 信号 通路 ”; YODI 通过 稳定 泛 素 连 接 酶 
ITCH 增强 Hippo 通路 中 YAP/TAZ 的 活性 "” ; YODI 依赖 其 去 泛 素 化 酶 活性 降解 异 
常 重 白 ,减轻 享 廷 顿 综合 征 和 由 金森 综合 征 患 者 的 神经 细胞 毒性 ， 延 缓 神经 退行 
性 疾病 的 发 展 ”。 

为 了 研究 YOD1 在 动物 整体 水 平 的 生理 功能 ， 是 否 在 肿瘤 、 人 免疫 、 神 经 退行 
性 疾病 等 方面 有 显著 的 表 型 ， 本 项 目 应 用 CRISPR/Cas9 技术 构建 YOD1 基因 全 身 
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1 材料 与 方法 


1.1 材料 
4-6 周 龄 SPF 级 C57BL/6 小 鼠 ，6-8 JAWS ICR 小 鼠 ， 均 饲养 于 屏障 级 设施 ; 

pUC57 质粒 空 载体 ，T4 DNA Ligase 购 自 NEB 公司 ; sgRNA， 引 物 〈 上 海 生 工 生 物 
公司 合成 ); PCR Taq-Mix，DNA markers 购 自 Genstar 公司 ; YODI 抗体 购 自 
Abclonal 公司 ，Hsp90 抗体 购 自 Novus 公司 ; 蛋白 marker, ECL 发 光 液 试剂 盒 购 
自 Thermo 公司 ; X 光 胶片 购 自 柯 达 公 司 ， 葡 萄 糖 注 射 液 购 自 华 润 双 稚 药 业 公司 ， 
lmL 一 次 性 注射 器 购 自 山东 新 华安 得 医疗 用 品 有 限 公 司 ， 活 力 血 糖 仪 和 血糖 试纸 
购 自 罗氏 公司 。 

12. 方法 
1.2.1 sgRNA 设计 和 FO 代 小 鼠 获 得 由 于 Y0D1 基因 具有 两 个 外 显 子 区 ， 第 一 个 外 显 
子 区 距离 其 5”- 端 上 游 的 Pfkfb2 基因 仅 1. 5kp， 因 此 我 们 选择 靶 向 第 二 个 外 显 
子 区 ， 基 因 打 靶 策 略 见 图 1。 在 网 站 Chttp://crispr. mit. edu/) 上 设计 sgRNA, 
序列 见 表 1。sgRNA 序列 由 公司 合成 ， 连 接 到 pUC57 质粒 空 载体 上 ， 测 序 验 证 后 


与 Cas9 质粒 提取 、 纯 化 , 体外 转录 后 注射 入 超 排 的 受精 卵 , 得 到 FO KZ) o PCR 
鉴定 基因 型 ， 测 序 验 证 是 否 产生 移 码 突变 。 
表 1 sgRNA PREYS 
Tablel sgRNA targeting sequences 


名 称 序列 (5” -3”) 

sgRNA-1 CGCAGGTGAAGCTTTTGGTC TGG 

sgRNA-2 TGGTGCTCCTAGTTATGTCA GGG 
328bp 704bp 


witsre alte /— MERN 7y 
sgRNA target site 


328bp <704bp 
Targeted allele Ma a O A 


Mutant site 
图 1 YODI KO 策略 
Fig. 1 YODI knockout strategy 

1.2.2 F2 代 YOD1 HA RRB PCR 鉴定 FO 代 HET 小 鼠 与 WT 小 鼠 杂 交 得 到 的 Fl 代 
HET 小 鼠 自 交 ， 从 而 得 到 F2 代 小 鼠 。 使 用 碱 裂 解法 提取 的 F2 代 小 鼠 尾 尖 基 因 组 
DNA 作为 模板 ， 基 因 型 鉴定 引物 见 表 2，Y0D1-sg-tFl #ll YOD1-sg-tR1 分 别 位 于 
融 除 的 片段 前 后 。PCR， 琼 脂 糖 凝 胶 电 访 观 察 条 带 大 小 ， 并 切 胶 测序 鉴定 基因 型 。 

表 2 引物 合成 序列 


Table.2 Primer sequences 


ARK 序列 (5” -3’ +) 
YOD1-sg-tF1 CCAACAGCAGTTACTTGTTCCCA 
YOD1-sg-tR1 CTTCCCCAAAACGATCAATTCTG 


1.2.3 YO0D1 敲 除 小 鼠 子 代 存 活 数量 统计 统计 YO0D1 RAF) RE AHA WT HET 
和 KO 三 种 基因 型 的 存活 个 体 数量 ， 并 计算 各 基因 型 小 鼠 数量 占 总 体 的 比例 ， 是 
否 符合 孟 德 尔 分 离 定 律 。 
1.2.4 Western blot HIA ARR) R YOD1 蛋白 表达 选取 同 窝 对照 的 2 月 龄 雄性 WT 
AKO 小 鼠 ， 解 痢 ， 低 温 下 使 用 研 钵 研磨 来 提取 0. 025g 脑 、 心 、 肺 、 肝 等 组 织 的 
总 和 蛋白， 加 入 200 nL 裂解 液 ， 超 声 破碎 5min， 低 温 高 速 离心 10min 后 取 上 清 ， 

加 入 5XLoading buffer， 沸 水 浴 15min， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 ， 转 膜 ， 裁 取 
30-45KDa 条 带 检测 YOD1， 裁 取 90KDa 条 带 检 测 Hsp90 作为 内 参 ，5% 脱 脂 牛 奶 室 
温 封闭 1h， 一 抗 4C 孵 育 24h，1 XTBST 摇 床 洗 膜 10minX3 次 ,加 HRP 标记 的 二 
Pia A 1h，1XTBST 洗 膜 10minX3 次 ，ECL 法 显影 。 

1.2.5 YODI RRA RATIH E 染色 取 同 窜 对 照 的 2 月 龄 雄性 WT A KO 小 鼠 的 肝脏， 
PBS 清洗 后 固定 于 4 多 聚 甲 醛 48h， 脱 水 后 包 埋 于 石蜡 ， 切 片 。 白 片 脱 蜡 : 二 甲 
Ae 10min X2。 水 化 : 依次 100% 乙 醇 5nin，100% 乙 醇 5min，95% 乙 醇 3min, 

90% 乙 醇 3min，80% 乙 醇 3min，70% 乙 醇 3min， 清 水 3min， 苏 木 精 染色 3min, 

清水 冲洗 ， 盐 酸 - 乙 醇 分 化 15s， 清 水 冲洗 ， 伊 红 染 色 2min， 清 水 冲洗 ， 95% 
醇 3min，100% 乙 醇 5min， 封 片 前 二 甲 茶 10min X2, AH, Uk Jatin. FAH. 
1.2.6 YOD1 敲 除 小 鼠 葡萄 糖 耐 受 实 验 将 小 鼠 空 腹 过 夜 ， 称 体重 ， 测 量 空腹 血糖 ， 按 
HE 2g 葡萄 糖 /Kg 体重 腹腔 注射 葡萄 糖 注射 液 思 。 分 别 测量 注射 葡萄 糖 后 15min、 


30min, 60min, 120min 时 的 血糖 ， 记 录 下 来 并 比较 WT 和 Ko 小 鼠 的 血糖 控制 。 
1.2.7 使 用 GraphPad Prism 5 处 理 数 据 。 


2 结果 


2. 1 sgRNA 的 设计 和 获得 FO 代 小 鼠 sgRNA 连接 到 pUC57 质粒 后 与 Cas9 一 起 体外 逆转 
录 ， 显 微 注 射 入 收集 到 的 超 排 的 受精 卯 ， 移 植 到 假 孕 的 小 鼠 子 宫 ， 得 到 19 只 FO 
AR Bi, we PE 8# FO h BR AE BE BC BH h RAE 
GTTTTTAAGTTGAAATGC---TCTGCCTGTGCTTACCAGAACCG, JIS 308bp， 其 中 exon2 删 
除 91bp， 发 生 移 码 突变 (本 部 分 由 南京 生物 医药 研究 院 完成 )。 

2.2 Y0D1 SEAR F2 代 小 鼠 的 鉴定 根据 图 2 (a〉 配 繁 策略 ， 得 到 F2 小 鼠 。 可 见 图 
2 (b) P, PCR 结果 中 的 KO 小 鼠 和 WT 小 鼠 均 扩 增 出 单个 条 带 ，K0 小 鼠 条 带 比 
WT 小 鼠 扩 增 出 的 条 带 小 308pp，HET 小 鼠 可 扩 增 出 不 同 大 小 的 两 个 条 带 。 测 序 结 
果 见 图 2 Cc), SEAN Y0D1 ZEAE A BRD BRERA 308bp， 发 生 移 码 突变 。 由 此 可 
见 ， 基 因 组 水 平 结果 表明 已 经 成 功 获得 YOL ZEAE BR ZN BN o 


FL x HET 
& & 
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2 YODI 敲 除 小 鼠 基因 型 
Fig.2 Genotype of YODI knockout mice 


Ds 


(a) Mice breed strategy (b) Analysis of littermates genotype by PCR (c) Sequencing analysis of WT 
and KO mice 


2.3 Y0D1 杂 合 子 自 交 子 代 存活 个 体 比 例 符合 孟 德 尔 分 离 定律 统计 杂 合 子 自 交 子 代 WT、 
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HET 和 KO 三 种 基因 型 存活 个 体 数 量 , 见 表 3, 其 占 总 体 比例 分 别 为 20. 33%、53. 66% 

和 26.02%, AVA 1: 2: 1， 符 合 备 德尔 分 离 定 律 ， 说 明 YODI KO 小 鼠 正 常 出 生 并 
存活 ， 不 存在 胚胎 致死 表 型 。 

表 3 HETX HET 子 代 各 基因 型 存活 数量 

Table 3 Live offspring at weaning from HETX HET 


Genotype Quantity Ratio 
WT 25 20. 33% 
HET 66 53. 66% 
KO 32 26. 02% 


2.4 K0 小 鼠 组 织 中 的 YOD 蛋白 显著 敲 除 如 图 3 Aras, Western blot 结果 显示 KO 小 
鼠 的 嗅 球 、 大 脑 、 小 脑 、 心 、 胸 腺 、 肺 、 肝 、 脾 、 肾 、 小 肠 、 结 肠 和 睾丸 组 织 样 
mP YODI 蛋白 显著 敲 除 ， 从 和 蛋白 质 表达 水 平 证 明 YOL 基因 敲 除 小 鼠 构 建成 功 。 
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图 3 KO 小 鼠 的 YODI 蛋白 显著 敲 除 


Fig.3 The expression of YODI in tissues of KO mice is knocked-out significantly 


2.5 YODI 敲 除 小 鼠 肝 脏 显 著 减 小 如 图 4 Cad. Cb) Aas, 2 月 龄 YOD1 敲 除 小 鼠 脑 、 
胸腺 、 心 、 肺 、 脾 、 肾 和 学 丸 的 大 小 与 WT 小 鼠 的 无 明显 差异 ，K0 小 鼠 的 肝脏 显 
SDF AB W 小 鼠 的 肝脏 nS4). B4 Cc) HE. 染色 结果 显示 YO0D1 敲 除 小 鼠 
JF EZR ZR WT 小 鼠 肝 脏 组 织 无 显著 差异 , BR YODI 后 2 月 龄 小 鼠 无 显著 的 自发 
性 肝脏 病理 变化 。 
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图 4 YODI 敲 除 小 鼠 肝 脏 较 小 


Fig4. Liver of YOD1 KO mouse is smaller in size 


(a), (b) Livers of YOD1 KO mice are smaller in size (c) H.E. staining for liver of YOD1 KO mouse and WT littermate 


2.6 YODI 敲 除 小 鼠 血 糖 控制 与 野生 型 小 鼠 无 显著 差异 如 图 5 Aras, YOD1 散 除 小 鼠 经 
空腹 过 夜 后 , 空腹 血糖 水 平 与 WT 小 鼠 无 显著 差异 ,腹腔 注射 葡萄 糖 后 , 在 15min、 
30min、60min、120min 时 的 血糖 与 WT 小 鼠 无 显著 差异 ， 说 明 敲 除 YO0D1 不 影响 
小 鼠 的 血糖 控制 和 血糖 稳 态 。 
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图 5 葡萄 糖 耐 受 实验 Cn=3) 


Fig5. Glucose tolerance test (n=3) 


3 讨论 


CRISPR/Cas9 核酸 内 切 酶 系统 发 现 于 细菌 和 古 细 菌 中 ， 具 有 免疫 功能 。 在 大 
肠 杆菌 CE. coli) 中 ， 成 熟 的 crRNAs (CRISPR-derived RNAs) 能 引导 基因 组 特 
定位 点 进行 双 链 断裂 , 随后 的 研究 实现 了 CRISPR/Cas9 技术 在 哺乳 动物 基因 组 的 
定点 高 效 编辑 ”'”。crRNA (CRISPR-derived RNA) 通过 碱 基 配 对 与 tracrRNA 

(trans-activating RNA ) 结 合 形 成 tracrRNA/crRNA 复合 物 , 此 复合 物 引 导 Cas9 
蛋白 在 与 crRNA 配对 的 序列 靶 点 剪 切 双 链 DNA。 通 过 人 工 设 计 这 两 种 RNA， 可 以 
改造 形成 具有 引导 作用 的 sgRNA (single-guide RNA)， 引 导 Cas9 对 DNA 的 定点 
切割 。 该 技术 迅速 被 运用 到 基因 襄 除 动物 模型 的 构建 之 中 。 相 比 ES UIT ETS 
术 ，CRISPR/Cas9 技术 构建 小 鼠 基 因 突 变 模型 具有 周期 短 、 阳 性 率 高 等 优点 。 本 
研究 中 ， 我 们 应 用 CRISPR/Cas9 技术 构建 YOD1 基因 全 身 性 敲 除 小 鼠 模 型 。 

本 研究 中 以 YODI 基因 设计 sgRNA 识别 序列 后 构建 sgRNA 质粒 , 与 Cas9 质粒 
体外 转录 、 纯 化 后 注射 入 受精 卵 ， 通 过 PCR 和 测序 验证 得 到 8# FO 代 阳 性 小 鼠 。 
随后 通过 配 繁 得 到 Y0D1 敲 除 小 鼠 。WB 检测 心 、 肺 、 肝 、 脾 等 主要 组 织 中 YOD1 
蛋白 表达 结果 证 实 KO 小 鼠 中 的 YODI 被 明 显 说 除 ， 确 证 YODI 敲 除 小 鼠 模 型 成 功 
EZ. AM HERJE T YOL 敲 除 小 鼠 的 基础 上 ,还 对 YOD1 敲 除 小 鼠 的 表 型 
进行 了 初步 的 分 析 和 探索 。 基 因 逆 除 小 鼠 常 见 的 表 型 为 胚胎 致死 ， 为 此 ， 本 项 目 
统计 了 YOL 杂 合 子 自 交 后 代 各 基因 型 的 比例 ， 发 现 其 基本 符合 和 孟 德 尔 定律 ， 提 
示 Y0D1 殴 除 小 鼠 胚 胎 期 正常 发 育 。 另 外 ，Y0D1 敲 除 小 鼠 正 常 存活 也 提示 其 胚胎 
发 育 期 正常 发 育 。Y0D1-C160S 转基因 小 鼠 ， 以 及 Y0D1 肝脏 特异 性 诱导 表达 的 转 
基因 小 鼠 的 研究 ， 佐 证 了 Y0D1 在 体内 参与 调控 免疫 反应 和 Hippo 通路 ， 其 中 肝 
脏 特异 性 诱导 Y0D1 过 表达 后 ， 该 转基因 小 鼠 出 现 肝脏 显著 增 大 的 表 型 。 而 本 研 
究 构 建 的 YO0D1 敲 除 小 鼠 肝 脏 显 著 变 小 , H.E. 染色 结果 提示 敲 除 YOD1 的 成 年 小 鼠 
无 显著 的 自发 肝脏 病理 变化 。 肝 脏 作为 主要 的 代谢 器 官 ， 肝 脏 大 小 异常 ， 其 葡 菊 
糖 代谢 是 否 存在 着 异常 ， 使 用 葡萄 糖 耐 受 实验 作为 其 检测 标准 。Y0D1 aR) BN 
经 空腹 过 夜 ， 腹 腔 注射 葡萄 糖 后 ， 在 不 同时 间 点 的 血糖 水 平 与 WT 小 鼠 无 显著 差 
异 ， 这 提示 YODI 不 影响 体内 血糖 稳 态 调控 。 

已 有 报道 YOD1 参与 ERAD 通路 、 人 免疫、 自 噬 以 及 神经 退行 性 疾病 的 发 展 ,但 
还 未 研究 清楚 YOL 参与 上 述 生 理 活动 的 作用 机 制 及 其 直接 作用 底 物 。 本 项 目 率 
先 构建 了 Y0D1 基因 敲 除 小 鼠 模 型 ， 为 直接 、 深 入 地 研究 YO0D1 的 体内 生理 功能 ， 
找到 YODI 的 作用 底 物 及 调控 机 制 提 供 最 佳 的 动物 实验 材料 ， 也 有 利于 揭示 YOD1 
更 多 的 生理 功能 。 
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